获得性再生障碍性贫血（AA）是典型的骨髓造血衰竭，表现为外周全血细胞减少、骨髓造血干细胞及前体细胞耗竭。随着对AA研究的深入，如阵发性睡眠性血红蛋白尿（PNH）克隆的出现、AA向骨髓增生异常综合征（MDS）/急性髓系白血病（AML）的转化、AA染色体异常核型及AA体细胞突变的出现，AA克隆造血受到了极大的关注。

克隆造血是体细胞突变后已形成寡克隆造血，但尚未达到诊断任何一种恶性造血系统疾病的一个特殊阶段。克隆造血具有普遍存在于正常人群、随年龄增长发生率增高和恶性血液病前期的特点[@b1]。

但是由于AA自身的疾病特性，发病初期有核细胞显著减少，过去AA的克隆造血都是在AA治疗有效血细胞恢复后被发现的。这不由得使人怀疑：AA克隆造血是否与治疗相关？近年来，随着基因组学技术的发展，使AA在治疗前进行基因检测成为可能，研究发现很多AA患者具特殊的遗传背景。这使得AA发病与克隆造血的关系愈发复杂，本文将就二者可能的因果关系以及AA克隆造血检测的临床意义综述如下。

一、AA克隆造血的原因，AA克隆造血与治疗是否相关？

1．怀疑AA克隆造血与治疗相关的理论背景

回顾国内外AA临床治疗指南，不难发现AA经典的治疗方案仍以免疫抑制治疗（IST）、造血干细胞移植（HSCT）为基础。这两种方案中均涉及了敏感的免疫抑制剂、造血干细胞预处理方案及促造血药物的使用。其他药物还包括阿伦单抗、雷帕霉素、霉酚酸酯、环磷酰胺等[@b2]--[@b3]。HSCT预处理用药主要为阿伦单抗、抗胸腺/淋巴细胞球蛋白（ATG/ALG）、环磷酰胺、氟达拉滨[@b3]。HSCT预防移植物抗宿主病（GVHD）药物主要为他克莫司、环孢素A（CsA）、甲氨蝶呤、肾上腺糖皮质激素、霉酚酸酯等[@b4]。

从免疫学角度分析恶性肿瘤的产生主要为三个环节，免疫监视环节、免疫制衡环节、免疫逃逸环节[@b5]。免疫监视环节是活化的免疫细胞仍监视并防止正常细胞发生克隆转变，一旦出现立即清除；当克隆转变逃过这一环节，便到达免疫细胞与克隆细胞的共存环节---免疫制衡；最后免疫逃逸阶段，寡克隆细胞利用自身增殖优势大规模扩增、产生临床症状，实体瘤还可发生转移等。严格意义的克隆造血属于突破第一道免疫监视防线后的第二环节，进入或即将进入第三环节。有证据显示免疫抑制剂可降低机体免疫监视功能，促进肿瘤发生。

CsA与他克莫司是AA治疗方案中的常用药物，二者属于钙调磷酸酶抑制剂类免疫抑制剂。可通过干扰IL-2产生抑制T细胞活化和增殖，损伤免疫监视功能，还可促进VEGF和TGF-β1生成，具有促进肿瘤血管生成、提升肿瘤侵袭及转移能力的功能。同时上述免疫抑制剂的使用增加了病原微生物感染的风险，如EBV、HHV-8、HPV，且病毒相关产物IL-1、IL-6产生明显增加，这明显增加了病毒相关肿瘤的风险[@b5]--[@b6]。

移植预处理方案对体细胞突变有显著影响。文献指出非T细胞清除性预处理方案对肿瘤的发生无显著影响，但T细胞清除性预处理方案，如阿伦单抗、ATG、muronomab-CD3则明显增加移植后肿瘤的发生率。ATG使用相关黑色素瘤风险明显增加[@b7]。

综上，怀疑AA治疗导致克隆造血是有一定理论依据的。但AA治疗与克隆造血是否真的相关？

2．现有资料显示的AA治疗与克隆造血的相关性分析

（1）雄激素治疗与AA克隆造血本底：1990年法国学者随访了单用雄激素治疗的156例AA患者，发现在5\~13年随访过程中：PNH的发生率为1.3%，急性白血病的发生率为3.2%，淋巴瘤的发生率为0.65%。完成20年随访时，PNH发生率为8.3%，其中6.4%为有症状的PNH（当时对PNH的诊断还局限于Ham\'s实验）。这一结果基本可以作为AA患者克隆演变发生率的本底（无免疫抑制剂和造血因子的干扰）[@b8]。

（2）免疫抑制治疗与克隆造血：Frickhofen等[@b9]选取60例重型AA（SAA）及24例非重型AA（NSAA）患者，应用马ATG联合甲泼尼龙加或不加CsA治疗AA患者，随访11年，发现CsA组患者PNH发生率为10%，MDS/AML发生率为8%，实体瘤发生率为11%；与未加CsA组差异无统计学意义，且与之前报道的克隆改变发生率无显著差异。因此认为CsA及ATG+CsA+甲泼尼龙+G-CSF联合治疗的4联方案对AA克隆演变无明确影响。

此外美国南加州维克森林大学血液科针对30例AA患者的研究发现，治疗前50%以上患者存在染色体改变，经过IST或HSCT联合促造血治疗后，仅有不到20%的患者存在染色体异常[@b10]。

欧洲AA协作组随访了468例接受ATG联合CsA治疗AA患者，对其中生存时间\>2年的233例患者进行长期随访，PNH克隆发生率为8.2%，MDS/AML发生率为13.7%[@b11]。Führer等[@b12]--[@b13]随访了213例儿童AA患者，随访4年MDS/AML发生率为3.5%，随访8年染色体-7及+8的总发生率为9.5%。克隆演变的发生率似乎与随访时间相关性更大。

（3）HSCT与AA克隆造血：韩国单中心研究发现虽然晚期克隆性变在IST组（5.4%，4/74）高于HSCT组（0，0/22），但差异无统计学意义[@b14]--[@b15]。

（4）促造血治疗与AA克隆造血：Tichelli等[@b16]对比了应用和不应用G-CSF的克隆造血发生率，不用G-CSF组PNH发生率为15%，使用组发生率为9%。随访6年，其他恶性肿瘤发生率分别为6%（95%*CI* 2%\~16%）和3%（95%*CI*2%\~16%），差异无统计学意义。

对血小板受体激动剂艾曲波帕的早期研究指出，中位随访13个月，18.6%患者出现骨髓异常克隆，4.7%出现病态造血，11.6%出现染色体-7，高于既往报道的10年克隆演变发生率的10%\~15%[@b17]--[@b18]。但最新研究否定了上述结论，给予所有AA患者ATG治疗4 d，泼尼松预防血清病反应，联合CsA治疗6个月，按照艾曲波帕给药时间不同分为3组，组1：第14天\~6个月给药；组2：第14天\~3个月给药，组3：第1天\~6个月给药。2年随访发现克隆演变的发生率为8%（其中5/7为-7，1/7为复杂核型，2/7患者治疗30个月发生克隆转变），2%的患者发生PNH克隆。这一发生率较以往研究无明显差异，因此艾曲波帕并不增加克隆演变的发生率[@b19]。

综上，现有研究显示，目前用于AA治疗的方案中，无论IST、HSCT还是促造血治疗均不增加克隆演变的发生率。

什么才是AA克隆演变发生的关键因素呢？更多的学者认为外因通过内因发挥作用，AA患者应该存在特定的自身因素。

二、遗传背景与AA克隆造血

1．女性AA患者克隆造血与X染色体灭活偏移相关：对于女性患者，克隆造血与X染色体非随机灭活相关。Busque等[@b20]发现存在X染色体灭活偏移的女性同时具有克隆造血和TET2基因突变发生率增高的特点。Wiedmeier等[@b21]利用相同的检测方法---HUMARA（human androgen receptor assay）方法，将女性克隆造血区分为单克隆、多克隆和介于单克隆多克隆之间的中间类型，并发现存在单克隆造血的女性存在X染色体灭活偏移，且ASXL1突变增加。Raghavachar等[@b22]和Mortazavi等[@b23]在他们的研究中也发现AA克隆造血可能与X染色体灭活异常有关。

2．端粒异常、胚系突变与AA克隆造血：端粒是真核生物染色体末端的特殊结构，起到稳定和保护染色体的作用。研究发现约1/3的AA患者存在端粒缩短，部分存在TERT、TERC、TINF2等端粒或端粒酶相关基因突变[@b24]--[@b25]。动物实验也表明除上述基因外，敲除端粒相关基因，如：DKC1、NOP10、NHP2、TPP1等均会导致小鼠AA发病，存在体细胞基因突变或染色体异常的AA患者端粒缩短更为明显[@b26]。无论何种原因（环境因素或基因突变）导致端粒缩短都会引发DNA损伤检查点活化，基因不稳定，染色体末端融合发生率增加，染色体异常出现率明显增高，克隆造血或肿瘤产生[@b27]。

很多胚系突变性疾病也表现为端粒缩短和类AA的全血细胞减少，包括GATA2谱系障碍，Diamond Blackfan贫血，先天性角化不良症（Dyskeratosis Congenita）、Fanconi贫血、Shwachman-Diamond综合征等，很多患者无特征性的临床表现及家族遗传背景，只有在基因检测时才能发现，需要特别注意与AA相鉴别[@b28]。

3．体细胞突变与AA克隆造血：随着二代基因测序技术的发展，AA体细胞突变的研究取得了突破性进展。近期研究发现AA体细胞突变发生率与年龄呈正相关，发生率从5.3%（该研究检测了MDS/AML最常见的42种基因突变）到72%（包括儿童在内，利用Sanger测序法、SNP-A分析、染色体核型检测及FISH、端粒长度检测、HLA分型等多种技术手段同时检测）不等[@b29]--[@b30]。其中主要检出的基因突变为PIGA（7.5%\~40.9%）、BCOR/BCORL1（4.0%\~10.9%）、DNMT3A（2.6%\~8.4%）、ASXL1（2.6%\~8.0%）[@b30]--[@b31]，这几种突变基本覆盖了AA体细胞突变基因的77%，突变形式包括错义突变、无义突变、移码突变、剪切位点突变以及多重突变等[@b32]。虽然同为高频基因，但不同基因对疾病的影响不甚相同，PIGA及BCOR/BCORL1基因为抗压型基因，即存在该种基因突变的细胞，在一定的外界压力范围内仍能存活，这类克隆造血常为小且稳定的克隆。也有文献报道，此类小克隆基因突变具有可逆性，尤其是在CD3^−^细胞中[@b33]。另一类基因为侵袭性基因，不仅能逃逸免疫攻击，还极具增殖优势，疾病易进展为MDS/AML等恶性病，如DNMT31、ASXL1、RUNX1、TP53、CSMD2等[@b34]。

细胞遗传学SNP核型分析显示，6p单亲二体[@b35]、−7/7q−、+6、+8、+15、13q−最为常见[@b34]。但无论哪种类型的体细胞突变，单一体细胞突变并不是克隆造血及MDS/AML转化的独立危险因素[@b32]。

4．造血微环境与AA克隆造血：骨髓细胞数量庞大，随着年龄的增长，有些基因突变随之累积。比如一些在健康人群中也可分离出来的基因，比例极低，但克隆随年龄增长而增加。但突变细胞能否扩增为单克隆细胞群，是高度依赖于外部条件的。例如化疗是典型的干扰骨髓微环境的例子，它可以筛选出对细胞凋亡信号抵抗的如TP53突变克隆[@b36]。

在免疫性骨髓衰竭中，一些细胞天然对IST不敏感或耐药，如PIGA突变细胞，以及HLA基因丢失的细胞，会形成克隆积累。克隆造血可能反映了干细胞库的减少，间歇性炎症和并发疾病，以及毒物暴露等诸多环境因素[@b37]。

三、研究AA克隆造血对疾病诊断、治疗及预后的指导意义

1．克隆造血对AA疾病诊断的价值：AA与低增生MDS的鉴别困扰着血液科医师，长期以来试图通过以细胞遗传学异常及克隆造血区分AA与MDS，但近期的研究结果似乎否定了这个做法。尽管细胞遗传学异常在AA患者的发生率明显低于MDS患者，且MDS存在一些特征性基因，但很多突变的基因与正常人群克隆造血及MDS基因突变存在交集。因此不能单纯以是否存在基因突变作为区分AA与MDS的金标准，需要联合其他指标共同诊断。

2．克隆造血对AA预后的影响：不同克隆造血对AA预后影响不同。存在PNH克隆的AA患者对IST的治疗反应明显优于无PNH克隆者，3个月及6个月治疗有效率同样高于无PNH克隆者，治疗总反应率分别为69%\~94%、32%\~65%[@b38]。

端粒检测可以预估AA患者治疗有效率，虽然目前并没有研究显示AA患者端粒缩短的细胞来源于同一克隆群体，但外周血细胞端粒长度越短的AA患者对IST反应越差，端粒长度\<5.9 kb的患者治疗有效率（CR+PR）仅有40%，而端粒长度≥5.9 kb的患者治疗有效率可达80%以上。如果将AA分为有PNH克隆且端粒正常组及无PNH克隆且端粒缩短组，则前组具有明显治疗反应优势，10年无事件生存率及无移植存活率明显高于后组。还有文献报道端粒长度恢复组AA治疗效果明显优于端粒长度不能恢复组[@b38]。

Yoshizato等[@b32]将AA体细胞突变分为"预后良好型"基因突变及"预后不良型"型基因突变。存在PIGA、BCOR或BCORL1等"预后良好型"基因突变的AA患者无论从对IST的治疗反应率还是总生存率均明显高于无基因突变者，更高于"预后不良型"基因（DNMT3A、ASXL1、TP53、RUNX1、CSMD1）突变者。"预后良好型"基因突变随治疗时间延长呈克隆稳定或减少趋势，而"预后不良型"型基因突变随治疗时间延长克隆呈增长趋势，一旦AA患者出现二次克隆突变，其向MDS/AML转化的概率明显增加。

因此定期监测AA患者的PNH克隆、端粒长度变化、其他体细胞突变及克隆造血进展状况对预估疾病预后有重要价值。一旦发现AA合并胚细胞突变，或"预后不良型"基因突变，或小克隆有增大趋势，或出现二次突变，提示预后不佳，应尽早选择HSCT治疗。

Genovese等[@b39]研究发现即使在正常人群，合并克隆造血可使血液系统肿瘤的发生率增加13倍，全因死亡率增加1.4倍，冠心病发生率增加1.9倍，早期心肌缺血的发生率增加4倍。相关研究[@b40]发现很多40岁以下人群罕见，但老年人常见的与MDS/AML发病密切相关的基因突变，如DNMT3A、TET2和ASXL1等造成的克隆造血是独立于吸烟、高胆固醇和高密度脂蛋白增高等危险因素之外的造成动脉粥样硬化的独立危险因素。虽然尚无文献报道存在克隆改变的AA患者心脑血管疾病发生率是否明显增高，但对于老年且存在上述基因突变的AA患者，除了应警惕其向MDS/AML转化外，还应防范心脑血管意外等突发事件。
